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Importância do co-cultivo com fibroblastos de
camundongo 3T3 para estabelecer cultura de
suspensão de células epiteliais do limbo humano
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Objetivo: Avaliar a importância da presença de células 3T3 para estabe-
lecer cultura de suspensão de células epiteliais do limbo obtido de rimas
córneo-esclerais. Métodos: Rimas de diferentes doadores tiveram seus
estroma posterior e endotélio removidos (n=6). Cada rima foi dividida em
três segmentos iguais, que foram colocados em cultura em três diferentes
condições: um segmento foi colocado na placa de cultura com o lado
epitelial para cima (Grupo A). Os dois segmentos restantes foram tripsi-
nizados e a suspensão de células obtida foi cultivada com (Grupo B) ou
sem (Grupo C) células 3T3 irradiadas. As células foram mantidas em meio
de cultura “supplemental hormonal epithelial médium” (SHEM), a migra-
ção epitelial e a formação de clones nos grupos A, B e C foram avaliadas
pela microscopia de contraste de fase e por coloração pela rodamina B. Os
resultados foram comparados estatisticamente. Resultados: O crescimen-
to de células epiteliais foi observado em 4/6 rimas (Grupo A). Todas as
suspensões de células epiteliais que foram cultivadas com células 3T3
(Grupo B) formaram clones. Nenhuma adesão ou formação de clones
verdadeiros (holo ou meroclones) foi observada na cultura de células que
foi cultivada sem 3T3 (Grupo C) (p=0,009). Conclusões: Suspensão de
células epiteliais límbicas obtidas de rimas córneo-esclerais no modelo
utilizado precisa ser cultivada com células 3T3 para formar clones e
estabelecer colônias epiteliais com perspectivas para uso terapêutico na
reconstrução da superfície ocular.
RESUMO
INTRODUÇÃO
A superfície ocular normal é composta por epitélio estratificado, alta-
mente especializado, formado basicamente por dois tipos de células fenoti-
picamente diferentes: células epiteliais conjuntivais e células epiteliais
corneais(1-4). As células epiteliais corneais são transparentes e dispostas mais
homogeneamente do que as células epiteliais conjuntivais, o que as torna
essenciais para a visão. Células epiteliais da córnea são derivadas de células
tronco localizadas na camada basal do epitélio do limbo, que é a junção
anatômica entre a córnea e a conjuntiva(5). Essas células são caracterizadas
pela alta capacidade de auto-renovação e alto potencial proliferativo.
Doenças cicatrizantes da superfície ocular, tais como síndrome de Ste-
vens-Johnson e penfigóide cicatricial ocular, podem ter o epitélio límbico
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completamente destruído. Neste caso, células do epitélio con-
juntival invadem a superfície corneal vizinha acompanhadas
de inflamação crônica e neovascularização, num processo de-
nominado conjuntivalização, que quando alcança o eixo visual,
pode afetar gravemente a acuidade visual(1).
Várias tentativas foram feitas para estabelecer um trata-
mento cirúrgico eficiente para a deficiência límbica total(6).
Entre elas destacam-se o transplante de limbo(7) com ou sem
membrana amniótica. Porém, tais técnicas apresentam limita-
ções, principalmente nos casos de doador alógeno, já que
podem estar sujeitas a processo de rejeição ou exaustão das
células transplantadas.
A técnica ideal de reconstrução da superfície ocular seria
aquela em que houvesse reposição autógena das células límbi-
cas, sem a perda da maioria da população das células doadoras.
A expansão ex vivo de células epiteliais corneais com subse-
qüente transferência para a superfície corneal no tratamento da
deficiência límbica foi primeiramente descrita por alguns au-
tores(7). Neste estudo, os autores utilizaram células límbicas em
suspensão, tendo a fibrina como substrato para a expansão
epitelial. Alguns autores demonstraram que células epiteliais
límbicas humanas podem ser cultivadas sobre a superfície
côncava de lentes de contato de colágeno e transportadas para
superfície de córneas de coelhos com 50% de sucesso(8). Vários
autores já demonstraram que células progenitoras epiteliais
podem ser obtidas a partir de biópsia do limbo de aproximada-
mente 2 mm²(8-9) e, depois de expandidas ex vivo sobre a
membrana amniótica, serem transplantadas para o olho acome-
tido(10). Todas essas técnicas de transplante de células cultiva-
das ex vivo são promissoras, uma vez que diminuem o proble-
ma de tecido doador insuficiente e de rejeição (quando autoló-
gos). No entanto, possuem algumas dificuldades, pois não
garantem que as células epiteliais transplantadas venham a
repovoar a superfície ocular receptora no pós-operatório.
O uso de co-cultura com células de fibroblastos de camun-
dongo 3T3 letalmente irradiadas (ou tratadas com mitomicina
C) como camada nutriente (feeder layer) das culturas epiteliais
tem sido preconizado como de fundamental importância para
aumentar o crescimento, a sobrevivência e manter a característi-
ca de indiferenciação das células tronco de diferentes tecidos,
incluindo medula óssea, cordão umbilical, fígado(11) e bexiga(12).
Este sistema de co-cultura também tem sido empregado por
autores que utilizam suspensão de células epiteliais límbicas(13)
ou de mucosa oral(14) para reconstrução da superfície da córnea.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a importância da
presença de células fibroblastos 3T3 para estabelecer cultura de
suspensão de células epiteliais do limbo cultivadas ex vivo.
Com isso, intenciona-se padronizar esse tipo de técnica visando
abrir novas perspectivas no tratamento da deficiência de limbo.
MÉTODOS
O projeto de pesquisa teve andamento após aprovação da
comissão de ética da Universidade Federal de São Paulo.
Cultivo e preparo de células fibroblastos 3T3
Células fibroblastos (NIH-3T3) foram preparadas para co-
cultura das células epiteliais da córnea. Inicialmente, cultu-
ras estabelecidas de NIH-3T3 foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF).
Ao atingir confluência, essas células foram submetidas à irra-
diação (6000 rads) e plaqueadas na densidade de 2,2 x 104
células/cm2 24 horas antes de receberem as células epiteliais
da córnea.
Obtenção, preparação e cultivo das
células epiteliais límbicas
O tecido límbico foi obtido a partir das rimas córneo-
esclerais remanescentes da trepanação de córneas previamen-
te utilizadas em cirurgias de transplante de córnea.
Culturas primárias de epitélio corneal límbico humano
foram obtidas de acordo com técnica descrita já por nós
utilizada em trabalhos prévios(15-16). Na câmara de fluxo lami-
nar, foi feita a dissecção da metade posterior do estroma do
resto da córnea. Dois a três explantes obtidos da mesma rima
foram colocados com a face epitelial para cima em placa de
cultura, constituindo o grupo A.
Os outros fragmentos foram incubados com 1 ml de tripsi-
na 1 g/ml (EDTA/PBS 0,02%) por 30 minutos a 37ºC para
isolar as células, seguindo técnica descrita previamente por
alguns autores(7). Os pedaços de rimas foram então removi-
dos, a tripsina inativada e a suspensão de células centrifuga-
das a 1200 rpm por 4 minutos. Este procedimento foi repetido
por três vezes com os mesmos fragmentos de rima e as células
obtidas foram cultivadas com (Grupo B) ou sem (Grupo C)
células fibroblastos 3T3 irradiadas. Um grupo contendo ape-
nas fibroblastos 3T3 foi constituído como controle negativo.
As células foram mantidas em meio de cultura SHEM (sup-
Figura 1 - Cultura de fibroblasto de camundongo 3T3 logo após irra-
diação, antes de receber células epiteliais do limbo
71(5)12.pmd 3/11/2008, 09:07690
 691Importância do co-cultivo com fibroblastos de camundongo 3T3 para estabelecer cultura de suspensão de células epiteliais do limbo humano
Arq Bras Oftalmol. 2008;71(5):689-94
plemental hormonal epithelial medium), o qual consiste da
combinação dos meios DMEM e HAM’S F12 (1:1 v/v), acres-
cido de 5 µg/ml insulina cristalina bovina (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA), 30 ng/ml toxina colérica (Calbiochem, San
Diego, CA), 2 ng/ml EGF (epithelial growth factor) (R&D
Systems, Inc. Minneapolis, EUA), 0,5% DMSO (dimetilsulfó-
xido) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), 0,5 µg/ml hidrocortiso-
na, 5 ng/ml selenato de sódio, 5 µg/ml apo-transferrina e 10%
de SBF. Todos os reagentes foram obtidos da Invitrogen
Corporation, Grand Island, NY, EUA, exceto aqueles indica-
dos no texto. As culturas foram colocadas em incubadora a
37ºC umidificada, 5% CO
2
. O meio de cultura foi trocado
duas vezes por semana, e os explantes foram deixados nas
Figura 2 - Cultura do grupo A após confluência evidenciando epitélio
compacto com características fenotípicas de epitélio corneano
placas de cultura durante todo o tempo de incubação. Após 20
dias, o meio de cultura foi removido e as células foram fixadas
e coradas com rodamina B (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). A
migração epitelial e a formação de clones nos grupos A, B e C
foram avaliadas pela microscopia de contraste de fase e pela
coloração com rodamina B.
Caracterização fenotípica das células epiteliais
Células das culturas epiteliais foram removidas ao final do
experimento e foram colocadas nos compartimentos de um
Cytospin (Shandon, Pittsburgh, PA EUA), centrifugadas a
1000 rpm por 10 minutos para preparação de lâminas conten-
do 5000 células cada, que foram secadas por 24 horas à
Figura 5 - Imunohistoquímica mostrando que as células epiteliais
coram com anticorpo anti-citoqueratina epitelial 3 (AE-5) (microscopia
de fase de contraste x100)
Figura 4 - Placa de cultura de células epiteliais límbicas co-cultivadas
com fibroblastos 3T3 após fixação e coloração com rodamina de-
monstrando formação de múltiplos clones
Figura 3 - Cultura do grupo B mostrando formação de clone de células
epiteliais límbicas co-cultivadas com fibroblastos 3T3
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temperatura ambiente. Em seguida, as células foram fixadas em
acetona gelada por 10 minutos e incubadas com solução de
bloqueio. Após 3 lavagens de 5 minutos cada com TBS (Tris
Buffered Saline), as amostras foram incubadas com anti-
corpo monoclonal de camundongo AE-5 (queratina mono-
clonal anti-epitelial), (Chemicon International, Temécula,
CA), específico para queratina epitelial K3(15-16). Os contro-
les negativos receberam apenas diluente de anticorpo. Após
2 horas, foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos cada com
TBS, e em seguida as amostras foram incubadas com kit de
amplificação LSAB (labeled streptavidin biotin) por 30 minu-
tos cada, e as reações foram então reveladas com DAB
(diamino-benzidina). Todos os reagentes para a realização
de imunocitoquímica foram obtidos da DakoCytomation
(Carpinteria, California, USA).
A proporção de células positivas em cada lâmina foi deter-
minada pela análise de 200 células/lâmina, utilizando micros-
cópio óptico no aumento x100.
Análise dos clones
As placas de cultura de todos os grupos foram observadas
no 1º, 3º, 7º, 14º e 21º dias, sob microscopia de contraste de fase,
modelo Eclipse TS100 (Nikon, Japão), com aumento de 40 e 100
vezes. As imagens foram capturadas por uma câmara e
digitalizadas para computador utilizando o programa Evolution
LC Camara Kit (Media Cybernetics, Inc. EUA), avaliando-se a
aderência das células à placa de cultivo, morfologia celular
epitelial (forma arredondada não aderida ou poligonal, como
originalmente é observada in vivo), multiplicação celular (pelo
preenchimento de espaços vazios na placa e capacidade de
formação de clones pela observação individualizada de uma
célula e sua multiplicação por consecutivas mitoses).
Análise estatística
A comparação entre o crescimento das culturas/formação
de clones entre os três grupos de estudo foi feita pelo teste Q
de Cochran. As comparações pareadas AxB, AxC e BxC foi
feita pelo teste de McNemar. Neste trabalho, foi adotado o
nível de significância de 5% (p<0,05) e o sistema SPSS® foi
empregado para os cálculos estatísticos.
RESULTADOS
Seis rimas foram obtidas do centro cirúrgico do departa-
mento de oftalmologia do Hospital São Paulo. Esses tecidos
foram preservados em meio de preservação Optisol por 2-14
dias após a morte do doador. Idade do doador, tempo entre a
morte e a preservação e tempo entre a morte e a cultura encon-
tram-se discriminados na tabela 1.
As células epiteliais em cultura foram avaliadas por mi-
croscópio de contraste de fase (Nikon, Japan). Apenas nos
sistemas de cultura com explante (Grupo A) e suspensão de
células epiteliais co-cultivadas com fibroblastos 3T3 (Grupo B)
foram observados indícios de proliferação/migração celular
com características epiteliais. Nas culturas obtidas do explante
(grupo A), as células epiteliais migraram a partir dos fragmentos
de rima nos estágios iniciais de crescimento 3-8 dias e atingiram
confluência em 14-21 dias. Nas culturas de suspensão de célu-
las epiteliais co-cultivadas com fibroblastos 3T3 (Grupo B),
pequenas colônias (clones) de células epiteliais começaram a
ser observadas nos estágios iniciais de crescimento (3-6 dias),
expandiram-se e atingiram confluência em 10-14 dias. A média
de tempo de formação dos clones foi de 21 dias (±5 dias). A
morfologia das culturas epiteliais obtidas a partir da suspensão
celular apresentou aspecto mais compacto e uniforme do que as
células obtidas do explante. Por outro lado, nas culturas de
células epiteliais que foram cultivadas sem fibroblastos 3T3
(Grupo C), apenas duas culturas formaram clones pequenos, em
pouca quantidade, que não mantiveram adesão após a colora-
ção por rodamina, tendo sido considerados como negativos na
análise estatística (Tabela 2).
Houve diferença estatisticamente significante entre os 3
grupos de estudo (p=0,009). Na comparação entre os grupos,
diferença significativa foi encontrada entre os grupos BxC
(p=0,031). Não foram encontradas diferenças significativas
entre os grupos AxB (p=0,500) e AxC (p=0,125).
DISCUSSÃO
Diferentes grupos vêm aprimorando técnicas de cultivo
celular e expansão de células progenitoras epiteliais ex vivo
Tabela 1. Características das rimas córneo-esclerais em relação
ao doador, captação e preservação
Doador Idade Sexo Tempo morte/ Tempo morte/
preservação cultura
1 61 F 8 horas 7 dias
2 47 F 2 horas 9 dias
3 52 M 2 horas 6 dias
4 24 M 12 horas 11 dias
5 27 M 2 horas 9 dias
6 49 F 7 horas 11 dias
Média ± DP 43,3 ± 14,6 3:3 5,5 ± 4,1 8,8 ± 2,0
Tabela 2. Avaliação da atividade proliferativa epitelial das culturas
dos grupos de estudo A, B e C
Doador Grupo A Grupo B Grupo C
1 Proliferação/migração +++ -*
2 Proliferação/migração +++ -
3 Proliferação/migração +++ -*
4 - ++ -
5 Proliferação/migração ++ -
6 - + -
Grupo A= cultura epitelial obtida a partir de explante de rima córneo-escleral;
Grupo B= cultura epitelial obtida de suspensão celular co-cultivada com 3T3;
Grupo C= cultura epitelial obtida de suspensão celular sem 3T3; *= formação
de pequenos clones sem aderência, que não coraram com rodamina; + = 1-10
clones; ++ = 10-20 clones; +++ = > 20 clones.
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na tentativa de minimizar o dano na área do limbo doador e
melhorar os resultados dos tratamentos já consagrados nos
casos de deficiência límbica total(9-10,12-13). Entre as técnicas
descritas, podemos citar o cultivo de células epiteliais do
limbo a partir de explantes de rima corneal ou o cultivo da
suspensão de células epiteliais obtido da rima córneo-escle-
ral após tratamento com tripsina/EDTA.
Cada método tem suas vantagens e desvantagens. A cul-
tura dos explantes usualmente requer um pedaço do tecido
menor do que o necessário para a suspensão de células e
mantém o microambiente límbico, tido como importante na
manutenção das características das células tronco epiteliais.
Por outro lado, a cultura dos explantes está sujeita à contami-
nação por fibroblastos que migram do estroma e o rendimento
de células geralmente é menor do que a cultura feita pela
suspensão de células(14). A digestão com tripsina também per-
mite melhor avaliação quantitativa e qualitativa em relação à
formação de clones epiteliais, o que representa um fator pre-
ditivo para a viabilidade da cultura(15-16). Além disso, recen-
tes trabalhos demonstraram que a marcação com BrDu(17) e
com p63(18) foram mais evidentes em culturas obtidas pela
suspensão de células do que em culturas de explantes.
Foi hipotetizado que a manutenção das características de
indiferenciação e proliferação das células tronco do limbo é
controlada por fatores extrínsecos e intrínsecos do seu micro-
ambiente local, chamado de nicho(19-22). Esses fatores ambi-
entais incluem a matriz extracelular do limbo, particularmen-
te a membrana basal, interações célula-matriz e contato célu-
la-célula. O estroma do limbo subjacente que contém células
estromais e vasos sanguíneos deve também regular a função
das células tronco pela liberação de fatores de crescimen-
to(9,23-24). Embora as características específicas de tais nichos
não estejam completamente conhecidas, a manipulação de
alguns dos seus componentes, incluindo proteínas da matriz
extracelular e fatores de crescimento, já tem começado a ser
explorada.
A importância de se usar o sistema de co-cultura com
fibroblastos 3T3 deve-se à capacidade dessas células em sin-
tetizar fibronectina, pequenas quantidades de colágeno tipo
IV e laminina(25). Além disso, as células de fibroblastos 3T3
secretam fatores de crescimento e proteínas de matriz extrace-
lular ao meio de cultura(26). Esses componentes produzidos
pelos fibroblastos 3T3 parecem facilitar a adesão e cresci-
mento dos queratinóticos, além de promover o efeito de mitó-
genos, como reportado em outras culturas(27). Isto explica o
efeito do meio condicionado pelas células 3T3 sobre o cres-
cimento de queratinócitos(26).
A análise dos tipos de clones ajuda a determinar a viabili-
dade da cultura celular. Três tipos com diferentes capacida-
des de multiplicação já foram identificados. O holoclone tem
alta capacidade proliferativa e é considerado como uma colô-
nia de células tronco epidérmicas(28). O paraclone é formado
pelas células amplificadoras transitórias com capacidade
máxima de 15 divisões celulares e formam colônias contendo
somente células terminalmente diferenciadas(28). O meroclone
é um tipo intermediário de clone e é um reservatório de células
amplificadoras transitórias(29). A transição de holoclone para
meroclone e paraclone é um processo unidirecional que ocorre
naturalmente durante a idade, bem como durante cultivo celu-
lar seriado. Em cultura, holoclones tem o maior potencial de
crescimento por serem compostos por células especializadas
mais indiferenciadas, com capacidade de proliferarem, expan-
direm e formarem uma cultura epitelial com possibilidade de
uso terapêutico.
Neste estudo foi realizada cultura de células epiteliais do
limbo pela suspensão de células obtidas de rimas córneo-
esclerais com e sem fibroblastos 3T3 irradiados como subs-
trato. Pudemos observar que as células epiteliais do limbo
quando cultivadas sobre 3T3 formaram colônias epiteliais
com características de holo ou meroclones, que ficaram aderi-
das às placas de cultura após a fixação e coloração com
rodamina B. Por outro lado, nenhuma adesão ou formação de
clones verdadeiros foi observada na cultura de células quan-
do cultivadas sem fibroblastos 3T3. Esses achados corrobo-
ram as hipóteses que: 1) as culturas obtidas pela suspensão
de células que foram enzimaticamente isoladas do tecido con-
têm células tronco com capacidade para formarem clones de
células epiteliais; 2) há a necessidade de se utilizar, nesse
sistema, co-cultivo com camada nutriente de fibroblastos 3T3
para que ocorra preservação e expansão das células progeni-
toras na forma de colônias (holo ou meroclones).
Além disso, foram realizadas culturas primárias de células
epiteliais do limbo obtidas a partir de explantes de rimas
córneo-esclerais, colocados diretamente sobre as placas de
cultura. Esse modelo, por nós já utilizado com sucesso em
outros experimentos, serviu como controle positivo. O fato
de em dois casos não termos observado crescimento pode ser
explicado pelas variações intra-amostrais desse tipo de siste-
ma e por características do doador, principalmente o tempo
entre a morte e preservação do tecido e preservação e cultura,
que foram maiores nesses dois casos. Interessante o fato de
terem afetado de modo mais intenso o grupo A (cultivo a
partir do explante colocado na placa) do que o grupo B (sus-
pensão de células + fibroblastos 3T3). Talvez o co-cultivo com
camada nutriente tenha conseguido reverter o processo de
dano celular e mantido as propriedades das células proge-
nitoras límbicas presentes nessas culturas.
CONCLUSÃO
Nossos resultados mostraram que células epiteliais do
limbo obtidas de rimas de cadáveres foram capazes de proli-
ferar e formar colônias celulares in vitro. Essas células, quan-
do tripsinizadas e co-cultivadas com fibroblastos 3T3 irradia-
dos no meio SHEM, mantiveram as características de célu-
las epiteliais progenitoras do limbo formando clones (holo e
meroclones). Esses achados sugerem que este sistema de cul-
tura pode ser útil para o estudo dos mecanismos fisiológicos
71(5)12.pmd 3/11/2008, 09:07693
694 Importância do co-cultivo com fibroblastos de camundongo 3T3 para estabelecer cultura de suspensão de células epiteliais do limbo humano
Arq Bras Oftalmol. 2008;71(5):689-94
das células progenitoras do epitélio corneal e para a aplicação
terapêutica em casos de deficiência total das células tronco
epiteliais límbicas.
ABSTRACT
Purpose: To evaluate the importance of the presence of 3T3
fibroblasts for establishing limbal epithelial cultures from
cell suspension obtained from corneo-scleral rims (CSR). Me-
thods: Corneo-scleral rims from different donors (n=6) had
their posterior stroma and endothelium stripped away. Each
corneo-scleral rim was divided into three equal segments that
were set up in tissue culture in three different conditions: one
of the segments was placed with the epithelial side up on the
bottom of a 6-well culture plate (Group A). The other two
fragments were trypsinized and the obtained cell suspension
was cultured with (Group B) or without (Group C) irradiaded
3T3 cells. The cells were cultured in supplemental hormonal
epithelial medium (SHEM), the epithelial migration and
clone formation in groups A, B and C were evaluated with
phase contrast microscopy and rodamine B staining. Results:
Epithelial cell growth was observed in 4/6 rims (Group A).
All  epithelial cell suspensions that were cultured with 3T3
cells (Group B) formed clones. No adhesion or true clone
formation (holo- or meroclones) was observed in the cell
suspensions that were cultivated without 3T3 (Group C)
(p=0.009). Conclusions: Epithelial cell suspension obtained
from corneo-scleral rims in this model needs to be cultivated
with 3T3 cells in order to form clones and establish limbal
epithelial cell colonies with the potential to be used for
ocular surface reconstruction.
Keywords: Epithelial cells; Cell culture techniques; Cell
differentiation; Stem cells; Limbus corneae
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